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[略語] 
7-AAD    7-amino-actinomycin D 
BCR    B cell receptor 
Bach1   BTB and CNC homology-1 
Bach2   BTB and CNC homology-2 
Bad        BCL2-associated agonist of cell death 
Bak1    BCL2-antagonist/killer 1 
Bax        BCL2-associated X protein 
Bcl-2    B-cell lymphoma-2 
Bcl2l1    BCL2-like 1 
Bcl2l11    BCL2-like 11 
Bcl2l2    BCL2-like 2 
Bcl-6    B cell leukemia/lymphoma 6 
Bcl-xL   B-cell lymphoma-extra large 
Bid         BH3 interacting domain death agonist 
Blimp-1     B-lymphocyte-induced maturation protein 1 
BrdU    Bromodeoxyuridine 
BSA           Bovine serum albumin 
bZip          Basic region leucine zipper 
Cdkn1a    Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 
CSR      Class switch recombination 
CUL1       Cullin1 
cDNA    Complementary deoxyribonucleic acid 
ELISA    Enzyme linked immunosorbent assay 
Erk1/2    Extracellular signal-regulated protein kinase 
E2F3A     E2F transctiption factor 3 
FBS     Fetal bovine serum  
FITC    Fluorescein isothiocyanate 
FO         Follicular zone 
FoxO1     Forkhead box O1  
GC         Germinal centre 
GSK3     Glycogen synthase kinase 3  
HDAC1      Histone deacetylase 1 
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IGH      Immunoglublin heavy chain 
IKK      IkappaB kinase alpha 
LPS     Lipopolysaccharide  
Maf     Musculoaponeurotic fibrosarcoma 
MAP     Mitogen activated protein 
Mcl1    Myeloid cell leukemia sequence 1 
MEK     MAP /Erk kinase 
MEM     Minimum essential medium 
MZ     Marginal zone 
Myc     Myelocytomatosis 
Nco-R     Nuclear co-repressor 
NEAA     Non essential amino acid 
NF-B     Nuclear factor B 
PBS     Phosphate-buffered saline 
PC         Plasma cell  
PCR     Polymerase chain reaction 
PI3K    Phosphatidylininositol-3 kinase 
PIP2     Phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate  
PIP3     Phosphatidylinositol 3, 4, 5-triphosphate  
POD    Peroxidase 
Prdm1    PR domain containing 1 
PUMA     P53 upregulated modulator of apoptosis 
PVDF    Polyvinylidene fluoride 
Rel        Reticuloendotheliosis oncogene 
RIPA    Radioimmunoprecipitation assay 
RNA    Ribonucleic acid 
RT-PCR    Reverse transcription polymerase chain reaction 
SDS       Sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE   Sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis  
SHM    Somatic hypermutation 
SHP-1    Small heterodimer partner 1 
Syk        Spleen tyrosine kinase 
TLR4    Toll-like receptor 4  
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TNF     Tumor necrosis factor 
TP53    Transformation related protein 53 
z-VAD-FMK  Benzyloxycarbonyl-valyl-alanyl-aspartyl fluomethyl ketone 
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[要旨] 
 成熟 B 細胞において B 細胞受容体 (B cell receptor; BCR) への抗原結合は細胞内シ
グナル伝達経路を活性化し、B 細胞の活性化応答を引き起こす。B 細胞活性化応答に
は、細胞増殖、胚中心 (germinal centre; GC) B 細胞への分化、抗体遺伝子のクラスス
イッチ組換え (class switch recombination; CSR) と体細胞突然変異 (somatic 
hypermutation; SHM) の導入、そして形質細胞 (plasma cell; PC) への分化が含まれる。 
Bach2 (BTB and CNC homology-2) は CSR、SHM 、GC 形成に必要な転写抑制因子
である。B 細胞活性化応答において、Bach2 は形質細胞分化に必須の転写因子 Blimp-1
をコードする Prdm1 (PR domain containing 1) 遺伝子の転写を直接抑制して B 細胞か
ら PC への分化を遅延させ、CSR を実行する時間を生む。しかし、Bach2 による GC
形成制御機構は不明であった。GC 形成には BCR 刺激応答性の増殖が必要であること
から、本研究では Bach2 が BCR 刺激応答性の増殖を制御する可能性を考え、検証を
行った。 
野生型と Bach2 ノックアウトマウスの脾臓から分離した B 細胞を、抗 IgM 抗体に
て BCR を架橋することで、BCR 刺激を再現した。すると、Bach2 ノックアウト B 細
胞は BCR シグナル下での BrdU の取り込みが低下することから、細胞増殖に障害があ
ることが明らかになった。さらに、細胞周期を評価すると、Bach2 ノックアウト B 細
胞では S 期細胞頻度の減少を認め、細胞周期進行の障害を認めた。このとき、DNA
断片化を伴う sub-G1 細胞頻度の増加を認めたことから、Bach2 ノックアウト B 細胞
ではアポトーシスの増加が示唆された。さらに、Bach2 ノックアウト B 細胞では初期
アポトーシス細胞の増加と活性型カスパーゼの上昇を認めた。しかし、Bach2 ノック
アウト B 細胞では BCR 架橋刺激に応答した Syk、MEK、Erk、Akt のリン酸化は野生
型 B 細胞と同等かそれ以上に認められることから、細胞増殖を促進する BCR シグナ
ル伝達の主要な部分は、少なくとも遮断されていないと考えられた。BCR 架橋刺激に
応答した Bcl-2 ファミリー因子群の遺伝子発現を比較すると、野生型 B 細胞では抗ア
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ポトーシス因子 Bcl-xL の発現が誘導されたのに対し、Bach2 ノックアウト B 細胞で
はその誘導が障害されていた。これらの結果より、Bach2 は BCR 刺激応答性の B 細
胞増殖に必要であること、Bach2 はこの過程で細胞周期の進行と Bcl-xLの発現および
アポトーシスの抑制に関与することが明らかになった。 
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[序論] 
分泌型の抗体は侵入抗原を排除し、液性免疫応答における中心的役割を果たす。膜
結合型の抗体は Ig、Igと会合して複合体を形成し、B 細胞受容体 (B cell receptor; 
BCR) として抗原刺激に応答して細胞内へシグナルを伝達する 1。BCR からのシグナ
ルは成熟 B 細胞において分化、細胞増殖、アポトーシスなど様々な活性化応答を引き
起こす 2。本研究では転写抑制因子 BTB and CNC homology-2 (Bach2) が BCR 刺激
応答性の細胞増殖を促進し、アポトーシスを抑制する役割を担うことを見出した。 
BCR への抗原結合によって活性化された成熟 B 細胞は濾胞 (follicular zone; FO) に
て増殖し、胚中心 (germinal centre; GC) B 細胞へ分化して GC を形成する 3-4。GC B 細
胞は抗体の可変部エクソンに体細胞突然変異 (somatic hypermutation; SHM) が導入さ
れ、抗原に対して高親和性を獲得したクローンが選択される。選択された高親和性ク
ローンは形質細胞 (plasma cells; PC) やメモリーB 細胞へ分化する。また、抗体の定常
領域をコードするエクソンが組み換えられるクラススイッチ組換え (class switch 
recombination; CSR) が生じた場合、異なるアイソタイプの抗体を作ることでエフェク
ター機能を変換する 2。SHM および CSR によって DNA 損傷を伴うことから、アポト
ーシスが誘導される可能性がある。SHM の過程で抗原に対して高い親和性を獲得し
た GC B 細胞はアポトーシスが抑えられて増殖し、抗原に対する親和性が低い細胞は
アポトーシスで除去される 3。すなわち GC B 細胞では、BCR 刺激に対して増殖が促
進され、アポトーシスが抑制される場合と、反対に増殖が抑制され、アポトーシスが
誘導される場合がある。活性化 GC B 細胞ではアポトーシス抑制因子である B-cell 
lymphoma-extra large (Bcl-xL) および Myeloid cell leukemia sequence 1 (Mcl1) の遺伝子
発現が誘導されることや、GC B 細胞で B cell leukemia/lymphoma 6 (Bcl-6) が p53 の遺
伝子発現を抑制し細胞周期停止を抑え、アポトーシスを抑制することから 5-6、増殖と
アポトーシスは遺伝子発現により調節される可能性がある。 
成熟 B 細胞において、BCR 刺激応答性の増殖を促進し、アポトーシスを抑制する
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代表的なシグナル経路には、ホスファチジルイノシトール  3 キナーゼ
(phosphatidylinositol 3-kinase; PI3K) の下流の PI3K-Akt 経路および Non-canonical 
NF-B経路、そしてPI3Kを介さないMAP-Erk kinase (MEK)-extracellular signal regulated 
protein kinase (Erk) 経路がある (図 1A)。 
PI3K は細胞膜リン脂質であるホスファチジルイノシトール  4, 5-二リン酸 
(phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate; PIP2) をリン酸化してホスファチジルイノシト
ール 3, 4, 5 三リン酸 (phosphatidylinositol 3, 4, 5-triphosphate; PIP3) にする 7。リン酸
化酵素である Akt は PIP3 を足場にして細胞膜へ動員され、リン酸化されて活性化す
る 8。活性化された Akt は、glycogen synthase kinase 3 (GSK3) をリン酸化し、これに
より GSK3 の酵素活性が低下する 9。GSK3 は myelocytomatosis (Myc) をリン酸化し、
ユビキチン化を介したプロテアソーム分解を誘導することから、GSK3 の酵素活性の
低下により Myc タンパク質が安定化する 10。転写因子 Myc は、cyclin D1 と cyclin D2
をコードする遺伝子の転写を活性化して細胞周期を進行させ、B 細胞増殖を促す 11。
また、活性化された Akt は転写因子 forkhead box O1 (FoxO1) の核外排出を促進する。
核外に排出された FoxO1 はユビキチン化を介したプロテアソーム分解される 12-15。そ
の結果、FoxO1 による B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) ファミリーのアポトーシス因子 Bcl-2 
interacting mediator of cell death (Bim) 遺伝子の発現が抑制され、B 細胞のアポトーシ
スは抑制される 16-17 (図 1A)。 
Non-canonical NF-B 経路の活性化は、PI3K 依存的に NF-B1 の前駆体タンパク質
p100 がリン酸化を受け、ユビキチン化により限定分解されて活性型の p52 が産生され、
RelB とともに核移行する 18-19。これが c-Rel の発現を誘導し、細胞周期進行を促進し
て細胞が増殖する 20。また、NF-B の標的遺伝子である、Bcl-2 ファミリーの抗アポ
トーシス因子 B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL) 遺伝子の発現が誘導され、アポトー
シスが抑制される (図 1A) 21。 
MEK-Erk 経路の活性化は成熟 B 細胞において cyclin D2 の発現を促進して細胞周期
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を進行させ、B 細胞増殖を促す 22。また Erk による Bim のリン酸化はユビキチンプロ
テアソーム系での分解を引き起こす 23。一方でErkはBim をリン酸化することでBcl-2
ファミリーの抗アポトーシス因子 Mcl1 と Bcl-xLへの結合を阻害し、アポトーシスを
抑制する (図 1A)24 25。 
アポトーシスを誘導するシグナル経路には二つあり、一つは細胞外リガンド腫瘍壊
死因子 (tumor necrosis factor; TNF) スーパーファミリー (Fasリガンドなど) によるデ
スレセプター (Fas など) の活性化がカスパーゼを活性化する外因性経路、もう一つ
は Bcl-2 ファミリー因子の制御によってミトコンドリアからのチトクロム c 
(cytochrome c) の放出がカスパーゼを活性化する内因性経路である 26。BCR シグナル
で制御されるアポトーシスは主に内因性経路に依存する 27。Bcl-2 ファミリー因子は
内因性経路からのアポトーシス制御において中心的な役割を果たす 28。Bcl-2 ファミ
リーは、アポトーシスを抑制するサブファミリーである Bcl-2-like protein とアポトー
シスを誘導するサブファミリーである Bax-like death factorと BH3-only death proteinに
分類される。Bcl-2-like protein には Bcl-2、Bcl-xL、Mcl-1、Bcl-w が、Bax-like death factor 
には Bax と Bak が、BH3-only death protein には p53 upregulated modulator of apoptosis 
(PUMA)、Noxa、Bim、BCL2-associated agonist of cell death (Bad)、BH3 interacting domain 
death agonist (Bid) がそれぞれ含まれる。Bax-like death factor はミトコンドリア膜に細
孔をあけ、ミトコンドリアからのチトクロム c の放出を促進する。Bcl-2-like protein
は Bax-like death factor に結合し、これを抑制する。BH3-only death protein は転写抑制
またはタンパク質レベルでの分解によって Bcl-2-like protein を抑制する 29。アポトー
シスを抑制する因子の活性がアポトーシスを誘導する因子の活性に対して高ければ
チトクロム c の放出が抑制されてカスパーゼは活性化されない。反対にアポトーシス
を抑制する因子の活性がアポトーシスを誘導する因子の活性に対して低い場合カス
パーゼは活性化される 29-30。 
カスパーゼはアスパラギン酸残基と次のアミノ酸の間でタンパク質を切断するシ
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ステインプロテアーゼである。カスパーゼは不活型のプロカスパーゼのプロドメイン
が切断され、解離することで活性化される 31。活性化されたカスパーゼによって細胞
の基質が分解され、アポトーシスが誘導される 29。 
転写抑制因子 Bach2 は小 Maf とヘテロ二量体を形成し、特定の DNA 配列である 
Maf recognition element (MARE) を認識して結合する 32-33。Bach2 は最も幼若な B
細胞であるプロ B 細胞から、プレ B 細胞、未熟 B 細胞、成熟 B 細胞まで発現するが、
PC ではほとんど発現しない 34-35。Bach2 ノックアウトマウスでは SHM の障害、CSR
の障害、GC 形成不全が生じるとともに、PC 分化が著しく亢進する 35-36。Bach2 の
直接標的遺伝子の一つとして、PC 分化のマスターレギュレーターである転写因子
Blimp-1 をコードする Prdm1 遺伝子が同定されている。35-36。Bach2 と Blimp-1 の
ダブルノックアウトマウスでは CSR の障害が回復することから、Bach2 は Prdm1 遺
伝子の発現を抑制することで PC 分化を延期させ、CSR を実行する時間を生むと考え
られる 35。この役割に加え、以下の三つの研究結果から、Bach2 が B 細胞増殖を促
進し、アポトーシスを抑制する可能性を考えた。第一に、抗原を投与した Bach2 ノ
ックアウトマウスでは GC が形成されない 36。第二に、成熟 B 細胞数は Bach2 ノッ
クアウトマウスで減少する 36。しかしながら Bach2 と Blimp-1 のダブルノックアウ
トマウスでは成熟 B 細胞数は回復しない 35。このことから Bach2 の下流に Prdm1
遺伝子以外に細胞増殖促進およびアポトーシス抑制に関わる遺伝子の存在が示唆さ
れる。第三にはヒト B 細胞リンパ腫においてヒト BACH2 遺伝子の過剰発現が報告さ
れ、これが腫瘍性増殖の原因の一つである可能性が示唆される 37-39。 
 そこで、本研究では Bach2 ノックアウトマウスの解析を通じて、BCR 刺激に対
する B 細胞の増殖応答、アポトーシスの調節における Bach2 の役割を検討した。 
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[目的] 
本研究では、Bach2 ノックアウト B 細胞の増殖応答の解析を通じて、BCR 刺激に応
答した細胞増殖の転写因子 Bach2 による制御メカニズムの解明を目指した。 
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[研究方法] 
Bach2 ノックアウトマウス 
Bach2 ヘテロマウス雌雄を交配させ、生後 8～12 週令のマウスを実験に用いた 36。
全ての動物実験は東北大学によって許可された遺伝子組み換え実験計画および動物
実験計画に基づいて行われた。 
 
マウス脾臓 FO B 細胞および B220 陽性細胞の分離 
全ての操作を氷上で行った。マウスから脾臓を摘出後、5 ml の MACS buffer (PBS、
0.5% ウシ胎仔血清、0.8 mM EDTA) の入ったシャーレ上で、スライドガラス 
(MATSUNAMI) を用いて脾臓をすりつぶし、細胞懸濁液とした。次に、凝集塊などを
取り除くため、100 m セル・ストレイナー（Becton Dickinson）で濾過した。そして
300 x g で 5 分間遠心し、細胞を回収した。赤血球を除去するため、細胞を 3 ml の Red 
Blood Cell Lysing Buffer (Sigma) で懸濁し、3 分間静置してから 300 x g で 5 分間、4℃
で遠心した。上清を取り除き、5 ml の MACS buffer で懸濁した細胞をセル・ストレイ
ナーで濾過した後に 300 x g で 5 分間、4℃で遠心した。 
FO B 細胞は、蛍光抗体による細胞染色とセルソーターを用いて分離した。遠心後
に、沈殿した細胞を 1 x 108 個/ml の濃度になるように MACS buffer で懸濁した。
APC-Cy7標識抗CD19抗体 (1D3、Becton Dickinson) 、PE-Cy7標識抗 IgM抗体 (II/41、
e-Bioscience) 、APC 標識抗 CD21 抗体 (7G6、Becton Dickinson)、PE 標識抗 CD23 抗
体 (B3B4、Becton Dickinson) を添加し、30 分間氷上に静置した。細胞に結合しなか
った抗体を除くため、10 ml の MACS buffer で細胞を懸濁し、300 x g で 5 分間、4℃
で遠心したのち、上清を取り除く操作を 3 回繰り返した。セルソーター (FACS Aria2: 
Becton Dickinson) を用いて CD19 陽性、IgM 陽性、CD23 陽性、CD21 弱陽性の FO B
細胞、CD19 陽性、IgM 陽性、CD23 弱陽性、CD21 陽性の辺縁帯 (Marginal Zone; MZ) 
B 細胞を解析し、その後 FO B 細胞を分離した。FO B 細胞は 300 x g で 15 分間、4℃
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で遠心した後、沈殿した細胞を集めるために 3% FBS 含有 PBS 1 ml で再懸濁し、300 
x g で 15 分間、4℃で遠心した。 
CD45R / B220 陽性細胞を磁気ビーズとカラムを利用して分離した。遠心後に沈殿し
た細胞を 1 x 107個 / 100 lの濃度となるように懸濁し、1 x 107個の細胞に対して 10 l
の割合で CD45R (B220) マイクロビーズ (Miltenyi Biotec) を添加し、25 分間氷上に静
置した。細胞に結合しなかった抗体を除くため、10 ml の MACS buffer で細胞を懸濁
し、300 x g で 5 分間、4℃で遠心した。上清を取り除いた後、沈殿した細胞を 500 l
の MACS buffer で懸濁し、MACS Separation Columns (Miltenyi Biotec) および
MidiMACS Separator を用いて磁気ビーズと反応した細胞を分離した。 
 
細胞培養液 
細胞培養には 10 %ウシ胎仔血清 (Cell Culture Bioscience) 、10 mM N-2-ヒドロキン
エチルピペラジン-N’-2-エタンスルホン酸 (HEPES, GIBCO)、1 mM ピルビン酸ナ
トリウム (Sodium pyruvate, GIBCO)、0.1 mM 最小必須培地非必須アミノ酸溶液 
(MEM-NEAA, GIBCO)、50 M 2-メルカプトエタノール (2-ME, 和光純薬)、100 g/ml
ペニシリン 10 U/ml ストレプトマイシン (Penicillin streptomycin, GIBCO)、を添加し
た RPMI1640 (Roswell Park Memorial Institute medium 1640, Sigma)を用いて培養した。 
 
細胞増殖解析 
細胞増殖能の比較には DNA 複製能を、チミジンのアナログである
bromodeoxyuridine (BrdU) の取り込み効率にて測定した。FO B 細胞は、平底の 96 ウ
ェルプレート (Becton Dickinson) に 1 ウェルあたり 1 x 105個の細胞を 200 l の培養
液中で、1μg/ml か 10 μg/ml の抗 IgM 抗体もしくは、20 μg/ml の LPS 刺激下で 48 時
間培養した。最後の 6 時間は、終濃度が 10 M となるように BrdU を添加して培養
した。プレートを 300 x g, 10 分間 25℃で遠心した後、培養液を除いて、ドライヤー
15 
 
で 15 分間細胞を乾燥させた。取り込まれた BrdU を抗体で検出しやすくするため、
1ウェルあたり200 lのFixDenatを加えて細胞を固定しDNAを変性させた。FixDenat
を除去した後、1 ウェルあたり 100 l の DNA に取り込まれた BrdU を認識するペル
オキシダーゼ (peroxidase; POD) 標識された抗 BrdU 抗体を 90 分間、室温で反応さ
せた。抗体を吸引除去後、1 ウェルあたり 200 l の洗浄液を用いて 3 回洗浄した。
その後、1 ウェルあたり 100 l の基質液を添加し、5 分間室温で反応させたのち、1
ウェルあたり 25 l の 1 M H2SO4を添加して反応を停止させた。マイクロプレートリ
ーダー バイオラッド 550 (Bio-Rad) を用いて、吸光度 450 nm を測定した。詳細な
手順に関しては、Cell Proliferation ELISA, BrdU (Roche) 添付のプロトコルに従った。
1 μg/ml の抗 IgM 抗体刺激した野生型 B 細胞のサンプルを基準とした相対値を用い
て、3 回の独立した実験の平均値と標準偏差を算出した。 
 
細胞周期解析 
細胞周期を解析するため、DNA 複製能を BrdU 取り込み効率として測定し、細胞
あたりの DNA 含有量を 7-AAD により測定した。B220 陽性細胞は、24 ウェルプレ
ート (Becton Dickinson) に 1 ウェルあたり 1 x 106 個を 1 ml の培養液中で 10 g/ml
の抗 IgM 抗体もしくは 20 g/ml の LPS 刺激下で 48 時間培養した。その後、終濃度
が 10MとなるようにBrdUを添加して 45分間培養した。BD Cytofix/Cytoperm Buffer
による細胞の固定と細胞膜浸透化を 30分間、氷上で行った後、DNAを断片化しBrdU
エピトープを露出させるために、DNA 分解酵素で処理した。FITC 標識抗 BrdU 抗体
と 7-amino-actinomycin D (7-AAD) を用い染色を行い、それぞれ DNA への BrdU 取り
込み量と細胞内DNA量を測定した。解析機として FACSCalibur (Becton Dickinson) を、
解析ソフトに FlowJo software (Tree Star) を用いた。詳細な手順は BrdU Flow Kit 
(Becton Dickinson) 添付のプロトコルに従って 3 回の独立した実験を行い、平均値と
標準偏差を算出した。 
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アポトーシス解析 
B220 陽性細胞を 24 ウェルプレート (Becton Dickinson) に 1 ウェルあたり 5 x 105 
個を 1 ml の培養液中で 1 g/ml か 10 g/ml の抗 IgM 抗体、もしくは 20 g/ml の LPS
刺激下で 48 時間培養した。細胞を回収した後、5 x 105 個を 1 ml の PBS で懸濁し、
300 x g で 5 分間、4℃で遠心した後、上清を除く操作を 2 回繰り返した。100 l の
Binding Buffer で 1 x 105 個の細胞を懸濁し、Annexin V 5 l および 7-AAD 5 l を添
加し、遮光下で室温 15 分間反応した。その後、400 l の Binding Buffer を添加して
解析を行った。解析機として FACS Calibur (Becton Dickinson) 、解析ソフトとして
FlowJo software (Tree Star) を用いた。詳細な手順に関しては PE Annexin V Apoptosis 
Detection Kit I (Becton Dickinson) 添付のプロトコルに従って 3 回の独立した実験を
行い、平均値と標準偏差を算出した。 
 
活性型カスパーゼ解析 
細胞の活性化カスパーゼを定量するため、FO B細胞を、24ウェルプレート (Becton 
Dickinson) に1ウェルあたり細胞を 1 x 106個を1 mlの培養液中で 1μg/ml か10 μg/ml
の抗 IgM 抗体、もしくは、20 μg/ml の LPS 刺激下で 48 時間培養した。全カスパー
ゼ阻害剤 benzyloxycarbonyl-valyl-alanyl-aspartyl fluomethyl ketone (z-VAD-FMK) に
fluorescein isothiocyanate (FITC) 標識したFITC-VAD-FMKを細胞3 x 105個あたり1 l
の比率で添加し、37℃で１時間培養することで、切断された活性型カスパーゼの触
媒部位に不可逆的に結合させた。解析機として FACSCalibur (Becton Dickinson)、解
析ソフトとして FlowJo software (Tree Star) を用いた。詳細な手順に関しては
CaspGLOW Fluorescein Caspase Staining Kit (BioVision) 添付のプロトコルに従って 3
回の独立した実験を行い、平均値と標準偏差を算出した。 
 
全細胞抽出 
B220 陽性細胞を 12 ウェルプレート (Becton Dickinson) に 1 ウェルあたり 5 x 106 
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個を 1.5 ml の培養液中で 10 g/ml の抗 IgM 抗体刺激下で 0, 5, 10, 30, 60, 120, 240 分
間培養した。細胞を回収し、300 x g で 5 分間、4℃で遠心を行った後、上清を取り
除き、細胞ペレットと等量の radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (10 mM 
Tris-HCl (pH 7.5), 1% NP-40, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 150 mM NaCl) にて
可溶化した後、超音波細胞破砕装置 (Bioruptor UCD-200TM) を用いて DNA を破砕
する目的で超音波処理を 200W で 30 秒間行った。4℃、20400 x g で 15 分間遠心分離
し、上清成分を全細胞抽出液とした。 
 
ウェスタンブロッティング法 
全細胞抽出液に等量の 2 x sample buffer (100 mM Tris-Hcl (pH 6.8)、200 mM ジチオ
トレイオトール (DTT)、4% SDS、20 % グリセロール)を添加した。92℃で 3 分間の
熱変性処理をした。タンパク質 10 g 分を 10 % ポリアクリルアミドゲルにて電気泳
動し、分子量に応じて展開した。 
その後、エレクトロセミドライ法により、ゲルからポリフッ化ビリニデン膜 (PVDF
膜、Millipore) へタンパク質を転写した。転写後の PVDF 膜に 3 %スキムミルク含有
ブロッキング液もしくは 5 % bovine serum albumin (BSA) 含有ブロッキング液 
(0.05 % Tween 20を含む TBS ) にて 4 ℃で 8時間以上のブロッキング反応を行った。
以下に示す抗体をそれぞれ T-TBS (0.05 % Tween 20 を含む TBS) で 1000 倍に希釈し
たものと、転写した PVDF 膜を 4℃で 8 時間以上反応させた。使用した一次抗体を
以下に示す。 
抗 Phospho-Syk 抗体 (2701, Cell Signaling) 
抗 Syk 抗体 (2712, Cell Signaling) 
抗 Phospho-MEK1/2 抗体 (9121, Cell Signaling) 
抗 MEK1/2 抗体 (4694, Cell Signaling) 
抗 Phospho- Erk1/2 抗体 (9101, Cell Signaling) 
18 
 
抗 Erk1/2 抗体 (9102, Cell Signaling) 
抗 Phospho-Akt 抗体 (9271, Cell Signaling) 
抗 Akt 抗体 (9272, Cell Signaling) 
抗 α-tubulin 抗体(B7, Santa Cruz Biotech)  
二次抗体としてHRP conjugated anti-rabbit IgG blotting reagents (GE Healthcare) もしく
は HRP conjugated anti-mouse IgG blotting reagents (GE Healthcare)を用いた。二次抗体
はT-TBSで 2000倍希釈し、一次抗体反応後の PVDF膜と室温で 30分間反応させた。
そして、ECL western blotting detection reagents (GE Healthcare) を用いて化学発光させ、
化学発光用フィルム (Hyperfilm ECL (GE Healthcare))で検出した。目的のリン酸化
タンパク質と総タンパク質を示すバンドの濃さを解析ソフトとして Image J を使用
して、数値化した。総タンパク質に対するリン酸化タンパク質のバンドの濃さの比
を算出し、さらに野生型 B 細胞の刺激 5 分間の割合もしくは無刺激サンプルの割合
を基準として相対値を算出した。3 回の独立した実験を行い、平均値と標準偏差を
算出した。 
 
RNA 抽出および cDNA 合成 
 B220陽性細胞を 24ウェルプレート (Becton Dickinson) に 1ウェルあたり 1 x 106 個
を 1 ml の培養液中で 10 g/ml の抗 IgM 抗体刺激下で 16 および 48 時間培養した。細
胞を回収した後、300 x g で 5 分間、4℃で遠心した後、上清を除いた。lysis solution 
(Agilent Technologies) を添加して 1 分間ボルテックスし細胞溶解液を作成した。ゲノ
ムDNAおよび細胞由来の混合物を取り除くため細胞溶解液をmini prefiltrationカラム 
(Agilent Technologies) に入れ、20400 x g で 30 秒間、室温で遠心分離し、これを浄化
した。細胞溶解液と等量の 70 %エタノールを加え、室温で 5 分間インキュベートし
た。RNA を捕捉するためエタノールと溶解液の混合物を mini isolation カラム(Agilent 
Technologies) に入れ、20400 x g で 30 秒間、室温で遠心した。捕捉した RNA を洗浄
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する目的で wash solution 500 l (Agilent Technologies) を mini isolation カラムに入れ、
20400 x g で 30 秒間、室温で遠心分離する操作を 2 回繰り返した。mini isolation カラ
ムに Nuclease-free 水を添加し、20400 x g で 1 分間、室温で遠心分離してカラムから
トータル RNA を溶出させた。詳細な手順に関しては Total RNA Isolation minikit 
(Agilent Technologies) 添付のプロトコルに従った。cDNA (complementary DNA) を合
成するために、Buffer RT、5mM dNTP Mix、10 U/ml RNase inhibitor、Random Primers 
(Invitrogen) および逆転写酵素 Omniscript Reverse Transcriptase (QIAGEN) を用いて、
37℃で 1 時間逆転写反応を行った。その後、逆転写酵素を失活させるために 93℃、5
分間インキュベートした。詳細な手順は Omniscript RT kit (QIAGEN) 添付のプロトコ
ルに従った。 
 
定量 PCR 
定量 PCR は LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green I (Roche) を用いて
SYBR グリーン法で行った。定量 PCR 機として LightCycler 1.5 (Roche) を用いた。
サンプル間での目的の遺伝子由来の mRNA の発現量は内部標準とした-actin の
RNA 量で補正した。mouse -actin を検出するプライマーは市販のプライマーを用い
た (日本遺伝子研究所) 。各遺伝子のプライマー配列 (Invitrogen) を以下に示す。野
生型マウスの刺激なし (0 hr) のサンプルに対する相対値で示し、3 回の独立した実
験の平均値と標準偏差を算出した 3 回の独立した実験を行い、平均値と標準偏差を
算出した。 
Bad 
Forward: 5’-CTCCGAAGGATGAGCGATGAG-3’ 
Reverse: 5’-TTGTCGCATCTGTGTTGCAGT-3’ 
Bak1 
Forward:5’-CAACCCCGAGATGGACAACTT-3’ 
Reverse: 5’-CGTAGCGCCGGTTAATATCAT-3’ 
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Bax 
Forward:5’-TGAAGACAGGGGCCTTTTTG-3’ 
Reverse: 5’-AATTCGCCGGAGACACTCG-3’ 
Noxa 
Forward:5’-GTGCACCGGACATAACTG-3’  
Reverse: 5’-AGCACACTCGTCCTTCAAG-3’  
Bcl2 
Forward:5’-TCGCTACCGTCGTGACTTC-3’ 
Reverse: 5’-AAACAGAGGTCGCATGCTG-3’ 
Bcl2l1 
Forward: 5’-GTTGGATGGCCACCTATCTG-3’ 
Reverse: 5’-TGTCTGGTCACTTCCGACTG-3’ 
Bcl2l11 
Forward:5’-CCCGGAGATACGGATTGCAC-3’ 
Reverse: 5’-GCCTCGCGGTAATCATTTGC-3’ 
Bcl2l2 
Forward: 5’-GGACAAGTGCAGGATTGGAT-3’ 
Reverse: 5’-TCCCCGTATAGAGCTTGTGAA-3’ 
Bid 
Forward:5’-AATCATCCACAACATTGCCAGA-3’ 
Reverse: 5’-GCCTTGTCGTTCATGTCT-3’ 
Mcl1 
Forward:5’-CTTGTAAGGACGAAACGG-3’ 
Reverse: 5’-AAGAGTCCCCTATTGCAC-3’ 
PUMA 
Forward: 5’-ATGGCGGACGACCTCAAC-3’ 
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Reverse: 5’-AGTCCCATGAAGAGATTGTACATGAC -3’ 
-actin 
Forward:5’-CGTTGACATCCGTAAAGACCTC -3’ 
Reverse: 5’-AGCCACCGATCCACACAGA -3’ 
 
統計解析 
定量データは平均値および標準偏差を計測し、Student’s t-test にて有意差検定を行
った P 値が 0.05 未満のものを統計学的に有意と判定した。 
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[研究結果]  
Bach2 ノックアウト B 細胞では BCR 刺激応答性の細胞増殖に障害がある 
 Bach2 ノックアウトマウスでは T 細胞依存的な免疫応答を誘導する抗原に対して、
脾臓の GC が形成されない 36。GC B 細胞は抗原により活性化され、盛んに細胞増殖
する FO B 細胞に由来する 3。そこで Bach2 ノックアウトマウスでみられる GC 形成不
全が FO B 細胞の抗原刺激に対する増殖障害である可能性を考えた。はじめに、抗原
による BCR シグナルの活性化を再現できる、抗 IgM 抗体による BCR の架橋を培養系
で FO B 細胞に対して行った。その上で BrdU の取り込みから DNA 合成活性に基づい
て細胞増殖能を野生型FO B細胞とBach2ノックアウトFO B細胞で比較した (図2D)。
野生型 FO B 細胞が抗 IgM 抗体濃度依存的に細胞増殖の程度が上昇したのに対して、
Bach2 ノックアウト B 細胞では抗 IgM 抗体に対して細胞増殖応答を認めなかった。こ
れは抗 IgM 抗体の濃度を上昇させても変化はなかった。一方で、LPS 刺激に対する細
胞増殖応答は Bach2 ノックアウト FO B 細胞においても野生型 FO B 細胞に比べて遜
色なかった (図 2D)。Lipopolysaccharide (LPS) は Toll-like receptor 4 と BCR を同時に
刺激し、それぞれ Canonical と Non-canonical な NF-B 経路を同時に活性化し、細胞増
殖を促進し、アポトーシスを抑制する (図 1B)19。従って、Bach2 ノックアウト B 細胞
は、BCR 下流のシグナル経路に障害があり、Bach2 はこのシグナル経路の調節に関与
している可能性を見出した。 
さらに、マウスの B 細胞マーカーである B220 を発現する細胞 (B220 陽性細胞) を
用いて BCR 刺激応答性の細胞増殖能を野生型マウスと Bach2 ノックアウトマウスと
で比較した。脾臓における B220 陽性細胞には FO B 細胞をはじめ、MZ B 細胞、およ
び骨髄より移動した直後の Transitional-1 および Transitional -2 B 細胞が含まれる 2。そ
の結果、野生型 B220 陽性細胞、Bach2 ノックアウト B220 陽性細胞どちらも抗 IgM 抗
体の濃度依存的に細胞増殖の程度が増加したものの、Bach2 ノックアウト B220 陽性
細胞では野生型 B220 陽性細胞と比較して増殖の程度が有意に低かった。一方で、LPS
23 
 
刺激に対する細胞増殖は Bach2 ノックアウト B220 陽性細胞においても野生型 B220
陽性細胞に比べて遜色なかった (図 2E)。B 細胞のマーカーである CD19 を発現する
細胞 (CD19 陽性細胞) は B220 陽性細胞と同様、FO B 細胞をはじめ、MZ B 細胞、お
よび骨髄より移動した直後の Transitional-1 および Transitional -2 B 細胞が含まれる。
Bach2ノックアウト FO B細胞は野生型マウス FO B細胞と比較して CD19陽性B細胞
における IgM の発現量が高かった(図 2A、B)。また、CD19 陽性 B 細胞に占める FO B
細胞数の割合は Bach2 ノックアウトマウスが 56 %に対して野生型マウスが 70 %で有
意に高く、MZ B 細胞の割合は Bach2 ノックアウトマウスが 8 %に対して野生型マウ
スが 11 %であったものの、有意差を認めなかった。 (図 2A、B) 。CD19 陽性細胞と
B220 陽性細胞は類似した細胞集団であると考えられる。従って B220 陽性細胞では野
生型マウスと比較して Bach2 ノックアウトマウスでは FO B 細胞の割合が低下してい
ると考えられ、一方で MZ B 細胞の割合に有意差がないと考えられた。FO B 細胞の
割合の差を考慮すると Bach2 ノックアウトマウスでは野生型マウスと比較して
Transitional B 細胞の割合が増加している可能性がある。BCR 刺激に対して FO B 細胞
は増殖が誘導され、MZ B 細胞は応答せず、Transitional-1 B 細胞はアポトーシスが誘
導され、そして transitional-2 B 細胞では増殖が誘導される 40-41。従って B220 陽性細胞
では Bach2ノックアウトマウスと野生型の FO B細胞と Transitional B細胞の割合の差
が増殖の差に反映されるならば、FO B 細胞のみで比較した場合よりも Bach2 ノック
アウトマウスの野生型マウスに対する増殖障害の程度が大きくなることが予想され
たが、実際には野生型マウスに対する Bach2 ノックアウトマウスの増殖障害が軽減し
ていた (図 2D、E)。このことから B220 陽性細胞間で Bach2 ノックアウトマウスと野
生型マウスを比較した場合に FO、MZ、Transitional B 細胞の占める割合の差が増殖お
よびアポトーシスの差に影響を及ぼさないと考えた。この結果より、B220 陽性細胞
を用いた実験で FO B 細胞を用いた実験結果と同様の傾向をとらえることが可能と判
断し、以後の実験において脾臓 B220 陽性細胞を用いた解析を適用した。 
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Bach2 ノックアウト B 細胞では BCR 刺激応答性の細胞周期進行に障害がある 
 Bach2 ノックアウト B 細胞の増殖障害のメカニズムを明らかにするために、Bach2
遺伝子欠損が細胞周期進行に及ぼす影響を検討した。48 時間の培養刺激を行ったとこ
ろ、BCR 刺激下では野生型 B220 陽性 B 細胞では 29.9 ±1.5 %の細胞が S 期であるのに
対し、Bach2 ノックアウト B220 陽性 B 細胞では 5.5 ± 0.8 %の細胞が S 期であった。
さらに、Bach2 ノックアウト B220 陽性 B 細胞では G0/G1 期の細胞が野生型に比べて
有意に増えていた。LPS 刺激に応答した細胞周期の進行を検討したところ、Bach2 ノ
ックアウト B220 陽性 B 細胞では S 期の細胞頻度の減少が見られたが、BCR 刺激下の
差異に比べて軽度であった。また G0/G1 期の細胞頻度は Bach2 ノックアウト B 細胞
で多かった。これは LPS 刺激により Bach2 ノックアウト B 細胞が急速に形質細胞へ
最終分化し、増殖が早期に停止した結果を反映した可能性がある 35。BCR 刺激下で
は Bach2 ノックアウト B220 陽性 B 細胞において sub-G1 分画の細胞頻度が高く、ア
ポトーシスに違いがあると予想された。BCR 架橋刺激とは対照的に、LPS 刺激では
sub-G1 期の細胞頻度はいずれの B 細胞でも低く、Bach2 ノックアウト、野生型ともに
アポトーシスがほとんど誘導されないことが明らかになった (図 3A, B) 。以上の結
果から、Bach2 ノックアウト B 細胞では BCR 刺激に応答した細胞周期の進行に障害
があることがわかった。そして、Bach2 が BCR 刺激時に細胞のアポトーシスを防い
でいる可能性が示唆された。これらの結果から、Bach2 は BCR 刺激に対して適切な
細胞周期進行、おそらく G1/S チェックポイントから先に移行する段階で必要とされ、
またアポトーシスを抑制する可能性が示唆された。 
 
Bach2 ノックアウト B 細胞では BCR 刺激によりアポトーシスが誘導される 
 Bach2 をノックアウトした B 細胞ではアポトーシスが亢進する可能性を見出した。
この可能性を他の実験系で検証した。野生型および Bach2 ノックアウト脾臓 B 細胞を
48 時間刺激した後に、ホスファチジルセリンに結合する Annexin V-FITC と DNA に結
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合する 7-AAD で細胞を染色し、アポトーシス細胞を検出した (図 4A, B)。Annexin V
陽性 7-AAD 陰性細胞 (Annexin V+ 7-AAD-)の初期アポトーシス細胞 42 を比較したと
ころ、野生型の B 細胞に比べて Bach2 ノックアウト B 細胞では初期アポトーシス細
胞の頻度の増加を認めた (図 4A) 。特徴的なのは野生型 B 細胞では抗 IgM 抗体の濃
度を増やすと Annexin V 陰性 7-AAD 陰性細胞 (Annexin V- 7-AAD-) の生細胞の割合
が増えるが、初期アポトーシス細胞の割合はほとんど変化しない。これに対して、
Bach2ノックアウトB細胞では抗 IgM抗体の濃度を増やすのに伴って初期アポトーシ
ス細胞の割合が上昇したが、生細胞は全く増えなかった。一方、野生型と Bach2 ノッ
クアウト B 細胞は LPS 刺激下の培養で初期アポトーシス細胞頻度は同等であった(図
4A, B) 。BCR 刺激と LPS 刺激でアポトーシスの誘導が異なることは Bach2 の特異的
な作用を示唆する。 
次に Bach2 ノックアウト B 細胞の BCR 架橋刺激下で生じるアポトーシスがカスパ
ーゼ経路の活性化を伴うか否かを検証した。活性型カスパーゼを有する細胞の頻度を、
活性型カスパーゼの触媒部位に結合する FITC 標識された全カスパーゼ阻害剤 
(FITC-VAD-FMK) をプローブとして、FACS を用いて比較した。Bach2 ノックアウト
B 細胞を BCR 刺激した場合、80%近い割合の細胞が活性型カスパーゼ陽性であり、陰
性細胞の集団はほとんど観察されなかった。一方、野生型 B 細胞では、活性型カスパ
ーゼ陰性集団が明瞭に観察された (図 4C) 。各 B 細胞を LPS で刺激した場合にも
Bach2ノックアウトB細胞は野生型B細胞と比べてカスパーゼが活性化した細胞の割
合が多かったが、BCR 刺激時と比べてより多くの細胞が陰性集団に分布した (図 4C) 。
活性型カスパーゼ陽性細胞の割合をグラフ化すると Bach2 ノックアウト B 細胞では
BCR 刺激、LPS 刺激のいずれの刺激においても野生型 B 細胞と比較して有意に高か
った (図 4D)。また Bach2 ノックアウト B 細胞では LPS 刺激と比べて BCR 刺激下で
は活性型カスパーゼ陽性細胞の割合が有意に高かった (図 4D)。この結果から、BCR
刺激下でBach2ノックアウトB細胞ではカスパーゼ活性化を伴うアポトーシスをたど
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ることが分かった。Bach2 は B 細胞の活性化においてカスパーゼの活性化とアポトー
シスを防ぐ役割を担っている可能性がある。 
 
Bach2ノックアウト B細胞における PI3K-AktおよびMEK-Erk経路の活性化の検討 
 Bach2 ノックアウト B 細胞では BCR 刺激に応答した細胞増殖が低下しており、細
胞周期の進行が障害されることに加えて、アポトーシスに陥る細胞の頻度が野生型 B
細胞に比べて高いことが分かった。これらの原因として、BCR からのシグナル伝達に
障害のある可能性を考えた。この仮説を検証するため、下流のシグナル因子のリン酸
化を比較した。BCR の下流の主なシグナル伝達経路は PI3K-Akt 経路と MEK-Erk 経路
である。そこで Akt、MEK、Erk1/2 のリン酸化を比較した 43-45 (図 5) 。BCR 刺激 5 分
後に野生型 B 細胞ではリン酸化 Syk の割合が上昇し、その後徐々に低下する。このよ
うなリン酸化 Syk の挙動は、Bach2 ノックアウト B 細胞と野生型 B 細胞との間で大き
な違いは見出されなかった (図 5A, B) 。リン酸化 Akt は野生型 B 細胞でも Bach2 ノ
ックアウト B 細胞でも検出されたが、BCR 刺激後 120 分後では Bach2 ノックアウト B
細胞でリン酸化レベルに高い傾向がみられた。(図 5C, D)。野生型 B 細胞では BCR 架
橋刺激後 5 分で MEK のリン酸化レベルが上昇し、その後徐々に低下した。Bach2 ノ
ックアウト B 細胞では、5 分でリン酸化が亢進し、その後徐々に低下する挙動は野生
型 B 細胞と同様であったが、終始リン酸化レベルが高い傾向を示した (図 5E, F)。こ
れに呼応するように、MEKによりリン酸化される Erk1/2のリン酸化の推移と程度は、
MEK と同様の挙動を示した(図 5G, H)。これらの結果から Bach2 ノックアウト B 細胞
では BCR 刺激に応答した PI3K-Akt および MEK-Erk シグナル経路のシグナル伝達に
障害はなく、むしろ、一端活性化されればむしろ遷延することがわかった。この遷延
化は何らかのフィードバックの結果かもしれない。いずれにせよ、BCR 刺激応答性の
増殖障害の原因は、他にある可能性が考えられた。 
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Bach2 ノックアウト B 細胞での Bcl-2 ファミリー遺伝子の発現解析 
 BCR により抑制されるアポトーシスは主に内因性経路により、すなわち Bcl-2 ファ
ミリーがミトコンドリア膜の透過性を変え、チトクロム c の放出を促し、カスパーゼ
経路を活性化する 27,46。そこで、BCR 刺激時に Bach2 ノックアウト B 細胞において
アポトーシス細胞の頻度が高い原因として、これら Bcl-2 ファミリーの遺伝子発現が
変化した可能性が考えられた。この可能性を追求するために定量 PCR 法にて各遺伝
子の経時的発現変化を検証した (図 6) 。野生型 B 細胞では BCR 刺激に伴って抗アポ
トーシスに作用する Bcl-xLの遺伝子発現が顕著に誘導される (図 6A) 。Bach2 ノック
アウト B 細胞でも Bcl-xL の発現は誘導されるものの、野生型に比べ発現量が有意に
低かった。その他の抗アポトーシス因子 Mcl-1、Bcl-w そして Bcl-2 の発現には差を認
めなかった (図 6A)。アポトーシスを促進するプロアポトーシス因子の中では、Puma
の遺伝子発現が BCR 刺激前には野生型に比べ Bach2 ノックアウト B 細胞で高かった 
(図 6B) 。しかしながらその発現は刺激後では野生型と同様であった。Bim など他の
アポトーシス因子は Bach2 欠損の影響を受けなかった (図 6B)。 
これらの結果より、Bach2 ノックアウト B 細胞では抗アポトーシス因子 Bcl-xL の
BCR 刺激に応答した遺伝子発現が部分的に障害されていることが分かった。これが
Bach2 ノックアウト B 細胞でアポトーシスが促進される原因の一つと考えられた。
Bach2 は BCR 刺激に応答した Bcl-xL の発現誘導に促進的に作用し、B 細胞の生存を
支援すると考えられる。 
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[考察] 
 Bach2はCSRや SHMなどの成熟B細胞の活性化応答における重要な制御因子であ
る 35-36。この役割に加えて本研究の結果から、Bach2 は BCR 刺激に応答した細胞増
殖の促進とアポトーシスの抑制に必要であることを明らかにした。 
Bach2ノックアウトマウスでは B細胞の初期分化が正常であるが、FO B細胞と MZ 
B 細胞を含む脾臓の成熟 B 細胞数が少なく、抗原刺激に対する GC の形成不全を認め
る (図 2B)36。本研究の結果から、成熟 B 細胞で増殖の障害がある可能性と成熟 B 細
胞がアポトーシスにより細胞死に陥っている可能性がある。今後、この可能性を検証
するためにマウス個体でのアポトーシスしたB細胞の頻度をBach2ノックアウトマウ
スと野生型マウスで比較する。そこで抗原を投与したマウスの脾臓で B 細胞と活性型
カスパーゼを染色した免疫染色標本を作成し、アポトーシスした B 細胞の頻度を検証
する。 
BCR シグナルは B 細胞の分化段階によって異なる応答を引き起こす。自己抗体と
反応する抗体を BCR に持つ未熟 B 細胞は、除去される。この自己反応性の未熟 B 細
胞がたどる運命には三通りあり、第一に、レセプター編集といわれる現象で、自己反
応性の抗体を発現する B 細胞では再度抗体遺伝子が再構成される。第二にアポトーシ
スによる細胞死が誘導される。第三に抗原に応答しない状態に陥るアネルギーが誘導
される 47。成熟 B 細胞では、抗原の結合による BCR 刺激に応答し、活発な増殖が誘
導される 48-50。B 細胞分化の過程における BCR 刺激がもたらす増殖、アポトーシス、
アネルギーなどの応答の違いが、Bach2 の活性の違いによって調節される可能性があ
る。すなわち Bach2 の活性が高い時、BCR 刺激は B 細胞の増殖と生存を引き起こす。
反対に、Bach2 の活性が低い時、BCR 刺激は Bach2 ノックアウト B 細胞で認められた
ようにアポトーシスを誘導すると予想される。未熟 B 細胞では Bach2 の発現は RNA
レベルでもタンパク質レベルでも高いことから 32、この分化段階では翻訳後修飾によ
り Bach2 の機能が抑えられているのかもしれない。今後、翻訳後修飾による Bach2 の
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活性調節のメカニズムを明らかにし、未熟 B 細胞を含めた各分化段階の B 細胞にお
ける Bach2 の活性化状態を評価する。 
B 細胞に特異的に発現する共受容体である CD22 は BCR 刺激に応答して活性化さ
れた Lyn によってリン酸化され、脱リン酸化酵素 Small heterodimer partner 1 (SHP-1)
と結合してこれを活性化し、Syk を脱リン酸化する。その結果 BCR シグナルは抑制
され、Erk のリン酸化状態を低下させる 51。CD22 ノックアウト B 細胞では BCR 刺激
応答性の増殖に障害があり、アポトーシスが誘導される。このとき c-Myc による、ユ
ビキチンリガーゼをコードする Cullin1 (CUL1) 遺伝子発現の誘導とこれによる細胞
周期阻害因子 p27kip1 の分解が阻害され、G1 期での細胞周期が停止する 52-53。Bach2
は Erk のリン酸化を抑制することが示唆された (図 5G, H) 。また Bach2 ノックアウ
ト B 細胞では BCR 刺激応答性の細胞周期進行の障害とアポトーシスの誘導を認める 
(図 3, 4) 。Bach2 ノックアウト B 細胞と CD22 ノックアウト B 細胞は表現型が類似し
ているため、今後 Bach2 が BCR 刺激に応答した c-Myc の発現を誘導するか検証する
必要がある。 
GC B 細胞では抗原に対して高親和性の抗体を産生する B 細胞が選択される 3。
Bcl-xL 遺伝子導入マウスでは、GC B 細胞のアポトーシスが抑制され、抗原に対して
親和性の低い B 細胞の生存を許容された 27,54。逆に Bcl-xL ノックアウト B 細胞は成熟
B 細胞への分化障害とアポトーシスの亢進を認める 55。従って、Bcl-xL 遺伝子の適切
な発現調節は GC B 細胞においては重要である。本研究から Bach2 による Bcl-xL 遺伝
子の調節メカニズムの一端を明らかにできた (図 6A)。ただし Bcl-2 ファミリー因子
による GC 応答の調節メカニズムでは残された課題がある。GC 形成において Bcl-xL
遺伝子発現は必須ではなく、むしろ Myeloid cell leukemia sequence 1 (Mcl1) 遺伝子の発
現が必要であることが報告されている 6。Bach2 遺伝子のノックアウトは BCR 刺激応
答性の Mcl1 遺伝子の発現には影響を及ぼさなかったことから (図 6A) Mcl1 遺伝子は
Bach2 の標的遺伝子ではないことが示唆された。 
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また、Bach2 は転写抑制因子であり、Bcl-xL 遺伝子の発現を直接活性化するとは考
えられず、他の転写因子が Bach2 の直接標的遺伝子として介在すると予想される (図
7)。BCR 刺激した Bach2 ノックアウト FO B 細胞と野生型 FO B 細胞のマイクロアレ
イ解析を行い、遺伝子発現を比較することで GC 形成に関わる遺伝子発現変化を解析
し、Bach2 の標的遺伝子の同定を目指す。 
Bach2はLPS刺激に応答した細胞周期の進行とカスパーゼ活性化の抑制にも必要で
あることが分かった (図 3、4)。LPS は TLR4 と BCR を同時に刺激することで TLR4
下流のCanonical NF-B経路とBCR下流のNon-canonical NF-B経路を活性化する (図
1B)
19。Bcl-xL 遺伝子は BCR 刺激に対し、Non-canonical NF-B 経路の活性化により発
現が上昇する 56。従って Bach2 は Non-canonical NF-B 経路の調節に関与する可能性
が予想された。 
Prdm-1 遺伝子がBach2の直接標的遺伝子としてB細胞のBCR刺激応答性増殖を抑
制する可能性も考えられる。Prdm1 遺伝子にコードされる転写因子 Blimp-1 は Bcl-6
遺伝子の発現を抑制する 57。Bcl-6 は GC 形成および GC B 細胞の増殖に必要な転写抑
制因子である 3,5,58。Bcl-6 は p53 をコードする TP53 遺伝子の発現を抑制して細胞周期
停止を抑え、アポトーシスを抑制する 5。また、Bcl-6 は転写活性因子 Miz-1 に結合し、
p21をコードするcyclin-dependent kinase inhibitor 1A (cdkn1a) 遺伝子の発現を抑制する
59。p21はサイクリン依存性キナーゼ (cyclin-dependent kinase; CDK)の阻害因子であり、
細胞周期を停止させる。このように Bach2 は Prdm1 遺伝子の発現を抑制して Bcl-6 遺
伝子の発現を促進し、p53 の発現を抑制することで細胞増殖を促進し、アポトーシス
を抑制する可能性がある。今後 Bach2 と Blimp-1 のダブルノックアウトマウスの B 細
胞における BCR 刺激応答性の増殖を Bach2 ノックアウトおよび野生型マウスの B 細
胞と比較することで、Bach2 ノックアウト B 細胞の増殖障害およびアポトーシス促進
の原因が Blimp-1 の過剰発現か否かを検証できる。 
B 細胞には、Bach2 と Basic region leucine zipper (bZip) ファミリーを構成する転写抑
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制因子 Bach1 も発現する 34。Bach1 は p53、Histone deacetylase 1 (HDAC1) 、Nuclear 
co-repressor (Nco-R) と複合体を形成し、p53 の標的遺伝子へリクルートされ、HDAC1
がヒストン脱アセチル化を促進することで p53標的遺伝子の発現を抑制する 60。Bach1
と共通のドメインを持つ Bach2 が p53 の標的遺伝子の発現を調節するか、今後評価す
る必要がある。 
高悪性度 B細胞リンパ腫の一部で Immunoglublin heavy chain (IGH)-MYC染色体転座
で生じた DNA断片とヒト BACH2遺伝子が IGH-BACH2転座を形成することが報告さ
れており、ヒト BACH2 遺伝子がリンパ腫形成に促進的に作用する可能性が報告され
ている 61。本研究は Bach2 が BCR 刺激応答性に細胞増殖を促進し、アポトーシスを
抑制することを示した。Bach2 の遺伝子制御ネットワークによる B 細胞の増殖制御お
よびアポトーシス制御のメカニズムが解明されることで、B 細胞由来の血液腫瘍にお
ける病態の理解および治療標的の発見につながる可能性が期待される。 
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 [結論] 
本研究では、Bach2 が BCR 刺激に応答した B 細胞の増殖に必要であることを明ら
かにした。この増殖の過程で Bach2 は細胞周期進行を促進することおよびアポトーシ
ス抑制因子 Bcl-xL の発現を維持してアポトーシス抑制に寄与することが明らかにな
った。 
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[図] 
図 1 抗 IgM 抗体刺激と LPS 刺激により活性化されるシグナル経路の概念図 
(A) 抗 IgM 抗体は BCR に結合し、Non-canonical NF-B 経路、PI3-Akt 経路 
MEK-Erk 経路が活性化される。 
(B) LPS は BCR と TLR4 に同時に結合し、Non-canonical および Canonical NF-B 
経路を活性化する。 
 
図 2 Bach2 ノックアウト FO B 細胞は BCR 刺激に応答した増殖障害をきたす 
(A) Bach2 ノックアウトマウス（黒）および野生型マウス（白）脾臓細胞を APC-Cy7
標抗 CD19 抗体、抗 IgM 抗体、抗 CD21、抗 CD23 抗体で染色し、FACS 解析を行っ
た。7 回実験を繰り返し、同様の結果を得たため、典型的な結果を示した。 
(B) Bach2 ノックアウトマウス（黒）および野生型マウス（白）脾臓の FO B 細胞、
MZ B 細胞の脾臓細胞における割合を比較した。Bach2 ノックアウトマウス 7 匹およ
び野生型マウス 7 匹から細胞を分離し、平均値と標準偏差を算出した。 
*p < 0.05 
(C) Bach2 ノックアウトマウス（黒）および野生型マウス（白）脾臓の FO B 細胞にお
ける IgM の発現を蛍光強度の平均値で比較した。Bach2 ノックアウトマウス 1 匹およ
び野生型マウス 1 匹から細胞を分離し、野生型細胞の IgM 蛍光強度の平均値に対する
相対値で示した。7 回の独立した実験から平均値と標準偏差を算出した。 
**p < 0.01 
 (D) Bach2 ノックアウトマウス（黒）および野生型マウス（白）から分離した FO B
細胞の DNA 合成に伴う BrdU 取り込み効率を比較した。抗 IgM 抗体 1, 10 g/ml (IgM 
1, IgM 10) または LPS 20 g/ml (LPS) 刺激下で 42 時間培養した。BrdU を 10 M の濃
度で添加してさらに 6時間培養したのちに細胞を回収し測定した。抗 IgM抗体 1 g/ml
で刺激した野生型細胞の測定値に対する相対値で示し、3 回の独立した実験から平均
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値と標準偏差を算出した。*p < 0.05, **p < 0.01 
(E) Bach2 ノックアウトマウス（黒）および野生型マウス（白）から分離した B220 陽
性 B 細胞の DNA 合成に伴う BrdU 取り込み効率を比較した。抗 IgM 抗体 1, 10 g/ml 
(IgM 1, IgM 10) または LPS 20 g/ml (LPS) 刺激下で 42 時間培養した。BrdU を 10 M
の濃度で添加してさらに 6 時間培養したのちに細胞を回収し測定した。抗 IgM 抗体 1 
g/ml で刺激した野生型細胞の測定値に対する相対値で示し、3 回の独立した実験か
ら平均値と標準偏差を算出した。*p < 0.05 
 
図 3 Bach2 ノックアウト B 細胞は BCR 刺激に応答した細胞周期進行に障害 があ
る 
(A) BrdU、7-AAD を用いた細胞周期の FACS 解析。抗 IgM 抗体 10 g/ml または LPS 20 
g/ml 刺激下で 48 時間 45 分培養し、最後の 45 分間は BrdU 10 M 存在下で培養した
後に細胞を回収し、抗 BrdU 抗体および 7-AAD で細胞を染色後 FACS 解析にて細胞周
期解析を行った。数値はゲート内の細胞の割合を示す。3 回実験を繰り返し、同様の
結果を得たため、典型的な結果を示した。 
(B) Sub-G1 期、G0/G1 期、G2/M 期、S 期それぞれの割合を算出した。(黒) は Bach2
ノックアウトマウス、(白) は野生型マウスの結果を示した。3 回の独立した実験から
の平均値と標準偏差を算出した。*p < 0.05, **p < 0.01 
 
図 4 Bach2 ノックアウト B 細胞は BCR 刺激にてアポトーシスが誘導される  
(A) Bach2 ノックアウトおよび野生型 B220 陽性細胞を 10 g/ml 抗 IgM 抗体で 48 時間
培養した。細胞を回収後 Annexin V、7-AAD で染色し、FACS 解析にてアポトーシス
解析した細胞の頻度を測定した。各ゲートは生細胞 (Annexin V- 7AAD-)、死細胞 
(Annexin V
+
 7AAD
+
) そして初期アポトーシス細胞 (Annexin V+ 7AAD-) を示す。3 回
実験を繰り返し、同様の結果を得たため、典型的な結果を示した。 
(B) Bach2 ノックアウト B220 陽性細胞（黒）および野生型 B220 陽性細胞（白）の初
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期アポトーシス細胞(Annexin V+ 7AAD-)の頻度を示した。3 回の独立した実験から平
均値と標準偏差を算出した。*p < 0.05, **p < 0.01 
(C) Bach2 ノックアウト FO B 細胞および野生型 FO B 細胞を 10 g/ml 抗 IgM 抗体で
培養を行った後、FITC-VAD-FMK で活性型カスパーゼを染色し、FACS 解析にて活性
型カスパーゼの解析を行った。3 回実験を繰り返し、同様の結果を得たため、典型的
な結果を示した。 
(D) Bach2 ノックアウト FO B 細胞（黒）および野生型 FO B 細胞（白）の活性型全
カスパーゼ陽性細胞数の全体に占める割合をパーセントで示した。3 回の独立した実
験の平均値と標準偏差を示した。*p < 0.05 
 
図 5 Bach2 ノックアウト B 細胞は BCR 刺激応答性のシグナル経路の活性化の解析 
(A, C, E, G) Bach2ノックアウトB220陽性細胞および野生型B220陽性細胞に 10 g/ml
抗 IgM 抗体で刺激した。回収された細胞からの全抽出液を用いてウエスタンブロット
法を行い (A) Sykおよび (B) リン酸化Syk, (C) Aktおよび (D) リン酸化Akt, (E) MEK
および (F) リン酸化 MEK, (G) Erk1/2 および (H) リン酸化 Erk1/2 を検出した。ロー
ディングコントロールとして-tubulin を検出した。3 回実験を繰り返し、同様の結果
を得たため、典型的な結果を記載する。 
(B, D, F, H) (A, C, E, G) で行ったウエスタンブロット法の結果に基づいて、それぞれ
の因子の総タンパク質量に対するリン酸化タンパク質量の割合を算出し、(B,  F)では
無刺激を (D, H) では抗 IgM 抗体刺激 5 分後のタイムポイントを基準として時間経過、
Bach2 ノックアウトおよび野生型における変化を比較した。3 回の独立した実験より
平均値と標準偏差を算出した。*p < 0.05 
 
図 6  Bach2 ノックアウト B 細胞における BCR 刺激下の Bcl-2 ファミリー発現解析  
(A, B) Bach2 ノックアウト B220 陽性細胞および野生型 B220 陽性細胞に 10 g/ml 抗
IgM 抗体の刺激下で 0, 16, 24 時間培養を行った後、抗アポトーシス因子 (A)およびア
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ポトーシス因子 (B) の発現変化を定量 PCR にて比較した。内部標準として-actin 
mRNA 量を用いて、野生型Ｂ細胞の培養時間 0 の値を基準としてサンプル間で相対定
量した。3 回の独立した実験から平均値と標準偏差を算出した。*p < 0.05。 
 
図 7  BCR シグナル経路のモデル図  
抗原による BCR 刺激により BCR シグナル経路が活性化される。Bach2 は BCR シグ
ナルからの細胞周期進行を促進する一方で Bcl-xL 発現を促進し、アポトーシスを抑制
する。 
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